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試みた。また,フ ォ トクロスリンカー修飾mAbの 反応性を検討す る過程で修飾mAbに 結合活
性の上昇が認められたので,修 飾mAbの 免疫化学的解析法への応用を検討 した。
フ ォ トア フ ィニ テ ィー ク ロ ス リンキ ング に よ る新 た な る エ ピ トー プ解 析
タ ンパ ク抗 原 上 の エ ピ トー プ は一 次 構 造 上 連 続 した ア ミノ酸 よ り構 成 さ れ る連 続 エ ピ トープ と,
一 次 構 造上 で は離 れ て い るが タ ンパ クが高 次 構 造 を と る と きに タ ンパ ク表 面 で 隣 接 す る ア ミノ酸
よ り構 成 され る不連 続 エ ピ トー プ が あ る。従 来 法 で は不 連 続(立 体)エ ピ トー プ の解 析 は困 難 で
あ り,新 た な エ ピ トー プ 解析 方 法 の開 発 が待 た れ て い る 。
1阿標 識 したSulfosuccinimidy12 一(ρ一azidosalicylamido)一ethyl-1 ,3'一dithiopropionate(SASD)
をmAbと 反応 させ,ま 葛LSASD修 飾mAb(渇1-ASD-mAb)を 得 た。 燭1-ASDは 分 子 内 に ジス
ル フ ィ ド結 合 を 持 って い るの で,抗 原 と の架 橋 形 成 後,還 元 切 断 に よ り抗 原 が 例 標 識 され る。
SDS-PAGEに よ り分離 した 渇1親 和標 識抗 原上 の標 識 部 位 を,プ ロテ ア ー ゼ処 理,ア ミノ酸 シー
ケ ンシ ン グに よ り解 析 した 。 本研 究 で は ウ シ血 清 ア ル ブ ミ ン(BSA)の 連 続 し た ア ミノ酸 配 列
(連続 エ ピ トー プ)を 認 識 す るAB3mAbを 用 い て エ ピ トー プ と親 和 標 識 部 位 の 関 係 を,次 に
AB6mAbを 用 いて立 体 構 造 を認 識 す る場 合 ぺ の応 用 を検 討 した 。
1阿一ASD-AB3mAbで 親 和 標 識 したBSAを 還 元条 件SDS-PAGEで 分 離 オ ー トラ ジオ グ ラ
フィ ーで検 出 した 。親 和 標 識 され たBSAバ ン ドはBSA存 在 下 紫 外 線 照 射 した 時 の み観 察 され,
1阿 一ASDを 介 したAB3mAbとBSAの フ ォ トク ロス リンク が確 認 さ れ た 。 この フ ォ トク ロ ス リ
ンク は過 剰 の未 修 飾AB3mAbに よ り阻 害 され る ことか ら,AB3mAbの 特 異 反応 を反 映 す る親
和 標識 で あ った 。
次 に,BSA上 の親 和 標 識 部 位 を 限 定 す る た め,S側rα 給V8で 親 和 標 識BSAを 断 片 化,
SDS-PAGEに よ り分 離 した 。 クマ シー染 色 で は多 数 の断 片 が 検 出 され た が,オ ー トラ ジオ グ ラ
フ ィー で は16.5kDa,10.2kDa,7.1kDaの3本 の バ ン ドの み が特 異 的 に検 出 され た。各 断 片 のN
末 端 配 列 を 解 析 し,1列 一ASD-AB3mAbに よ る親 和 標 識 が16.5kDa断 片(Ser-441か らBSA
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C末 端 ま で)のLys-503以 降 に集 中 して い る こ とが 明 らか に な った 。更 に 親 和 標 識 部位 を 限 定 す
る た め,親 和 標 識 断 片 を エ ドマ ン分 解 し,得 られ る各 ア ミノ酸 誘 導 体 の 必1一放 射 活 性 を 測 定 し
た 。 そ の結 果,His-508か らThr-517及 びLys-572か らThr-579の 領 域 が選 択 的 に 親 和 標 識 さ れ
て い た 。
この親 和 標 識 部 位 とAB3mAbの 認 識 エ ピ トー プ が一 致 す る か否 か,BSAの ペ プ チ ド断 片 及
び合 成 ペ プ チ ドを用 い て解 析 を行 った 。BSAを ε 側rθ囎V8で 消化 して 得 られ たペ プ チ ド断 片
の混 合 物 か ら,AB3mAb結 合 ゲ ル を用 い て得 られ たAB3mAb反 応 性 断 片 は親 和 標 識 され た断
片 と完 全 に一 致 した。 またCNBr処 理 したBSAに はAB3mAbは 反 応 せ ず,AB3mAbの 認 識
配 列 にMetが 存 在 す る こ とが 示 唆 され た 。 そ こで,AB3mAb反 応 性 の7.2kDa断 片 のMet-546
を 中心 と したAla-537か らAsp-554に 相 当す る18merの 合 成 ペ プ チ ドを 作 成,AB3mAbと の
反応 性 を検 討 した結 果,AB3mAbが 特 異 的 に認 識 す る エ ピ トー プ が この領 域 に存 在 す る こ と を
確 認 した 。
燭1-ASD-AB31nAbに よ る親 和 標 識 部 位 は,一 次 配 列 上,AB3mAbが 認 識 す る領 域(Ala-
537か らAsp-554)と ア ミノ酸 残 基数 に して20残 基 離 れて い る 。 しか しな が らHSAの 結 晶 構 造
解 析 を参 考 にす る と,立 体 構 造 上 これ らの配 列 は 隣 り合 っ て お り,1ゐ1-ASD-AB3mAbに よ る 親
和 標 識 が エ ピ トー プ及 び周 辺 の立 体 構造 を反 映 して い る こ とが明 らか とな った 。
そ こで更 に,燭1-ASD-mAbに よ る親 和 標 識 がmAb結 合部 位(エ ピ トー プ)の 近 傍 に 起 こ り,
立 体 構 造 を反 映 す る と い う点 に着 目 し,立 体 構 造 を認 識 す るAB6mAbの エ ピ トー プ の 解 析 へ
の応 用 を試 み た 。
1器1-ASD-AB6mAbに よ り親 和 標 識 され たBSAの 標識 部位 は 燭1-ASD-AB3孤Abの 場 合 と は
異 な り,19.OkDa,15.5kDa,5.2kDaで あ っ た 。 各 断 片 のN末 端 配 列 の 解 析 か らLys-93か ら
Glu-228ま で 及 びAsp-299か らGlu-338ま で の2ケ 所 の 親和 標 識 部 位 が あ っ た 。 これ ら は一 次 配
列 で は70残 基 も し くは それ 以 上 離 れ て存 在 して るが,立 体 構 造 上 こ の2っ の親 和 標 識 部 位 は
BSA表 面上 で 隣 り合 って存 在 す る こと を示 唆 して い る。
この こ とを ふ ま え て,BSA類 縁 タ ンパ ク で あ る ヒ ト,ラ ッ ト及 び マ ウ ス の 血 清 ア ル ブ ミ ン
に対 す るAB6mAbの 交 差 反 応 性 及 びBSAの 親和 標 識 部 位 近 傍 に相 当 す る こ れ らア ル ブ ミ ンの
ア ミノ酸 配 列 を 比 較 した結 果,AB6mAbの 交 差 反 応 性 を 支 配 す る(1)Tyr-155か らGln-164,
(2)Ile-180か らThr-189,(3)Lys-293か らGlu-293,(4)Glu-338か らVa1-343,(5)Thr-433か ら
Glu-442の 領 域 が あ る こ とが 明 らか とな った 。BSAが 三 次 構 造 を と る時,領 域(1)と(2)は 隣 接 して
1っ の 面(グ ル ー プ1)を 形 成 し,領 域(3),(4),(5)も また一 つ の 面(グ ル ー プ2)を 形成 す る。
グ ルー プ1,2の い ず れ か がAB6mAbの エ ピ トー プ で あ る と考 え られ た が,AB6、mAbと
CNBr処 理BSAと の 反応 性 よ り,AB6mAbの エ ピ トー プ に はMetは 存 在 しな い ことが 示 され,
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Metが 存在 しないグループ2がAB6mAbの 認識するエピトープであることが強く示唆された。
本法は簡便なうえア ミノ酸 シーケンシングとの組み合わせ も容易であり,配 列未知のタンパク
のエピトープ解析法としても極めて有用な方法である。
フォトリアクティブクロスリンカー修飾によるmAb結 合活性の増強
ELISA,免 疫沈降,免 疫組織染色等の免疫化学的検出法の感度は,抗 体の対応抗原に対する結
合親和力に依存する。それゆえ,mAbの 抗原特異性を損なうことなく結合活性 を上昇すること
ができれば,免 疫学的解析においてmAbは より有用なものとなる。
著者 らはこのフォトリアクティブクロス リンカーをmAbに 修飾 して抗原抗体反応への応用を
試みる過程でSulfosuccinimidyl-2一(㎜ 一azido-o-nitro-bennzamido)一e七hyl-1,3'一dithiopropionate
(SAND)で 修飾 したmAbに,抗 原結合活性が上昇 していることを見いだ したので,SAND修
飾mAb(SAND-mAb)の 免疫沈降及びELISAへ の応用について検討 した。
SANDはSASDと 同様にサクシニミドエステルを介 してmAbに 修飾 した。 ラットcyt.P450
1Aに 対するAPH-8mAbをSAND修 飾 して反応特異性をELISAに よ り検討 したところ,未 修
飾mAbに 比べ正常 ラット肝 ミクロソームに対 して高い反応性を示 し,SAND修 飾によ りmAb
の反応性が上昇 し,恒 常的に存在する微量のcyt.P4501AHを 効率良 く検出できる可能性が示
唆された。
そこで本法をヒトc一θrうB2癌遺伝子産物に対するmAb(SV2-61γ)に 応用 し,免 疫沈降法で
の解析を行った。細胞表面を1列 標識 したMKN-7細 胞をSAND修 飾SV2-61γmAb(SAND-
SV2-61γmAb)ま たは未修飾SV2-61γmAbと 反応 させ,過 剰の未反応抗体を洗浄 除去,
NP-40に より可溶化 し,そ の膜成分を免疫沈降 した。SAND-SV2-61γmAbは 抗原特異性 を保
ちっっ,更 に未修飾mAbに 比べ8倍 以上多量のc一θrわB2癌遺伝子産物(P185)を 沈降 した。 し
かしなが ら,SAND-SV2-61γmAbは 紫外線照射の有無にかかわらずP185を 強 く検出 しており,
反応性増強の直接的原因はクロスリンクではなくSAND修 飾そのものによることが示唆された。
更に抗BSAmAb(AB3)を 化学修飾 し,ELISAで の反応性増強の メカニズムの解析を試み
た。また,免 疫沈降において紫外線照射によるフォトクロス リンクなしでも紫外線照射時と同等
の反応性の上昇が観察されたので,フ ォ トクロスリンキングの影響を除外するためこの解析は遮
光下で行 なった。なお,あ らか じめ紫外線照射によりアジ ド基を分解 したSAND(UV-SAND)
をmAb修 飾試薬として用いた解析も同時に行った。
ELISAで の未修飾AB3,SAND-AB3,UV-SAND-AB3の 各mAbに よるBSAの 検出限界は未
修飾AB3mAbで 約30ng/皿1で あったのに対 レSAND-AB3mAbで は約2ng/恥1で あ り,SAND
修飾により約10倍 感度が上昇 した。一方,UV-SAND-AB3mAbに よる検出感度 もSAND-AB3
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mAbに 比べ低いものの,未 修飾mAbに 比べると3倍 以上高く,SAND修 飾によるmAb反 応性
増強はクロス リンク形成によらず,SANDの 導入によるmAbの 物理化学的性質の変化 によるこ
とが示唆された。
また,未 修飾AB31nAb及 びSAND-AB3mAbのBSAに 対す る結合親和力を固相BSAに 対
す る1阿 標識AB3mAbの 結合 に対する阻害活性 で比較 したところ,未 修 飾AB3mAbが
0.67nMで50%の 結合阻害(ID50)を 示 したのに対 しSAND-AB3mAbのID50は0.i8nMで あ
り,SAND修 飾により結合親和力が約4倍 に上昇 していることが示された。
遺伝子工学の進歩した現在,site-directedmutagenesisに より抗体可変領域に変異を導入 し
て結合親和力を上昇 させる試みもなされているが,個 々のmAbへ の応用 は容易ではなく,一 般
的ではない。一方,こ こに示 した方法は極めて簡便で,個 々のmAbへ の応用 も容易であ り,今
後,SAND-mAbは 微量抗原の検出や免疫沈降法において有用となると考えられる。
SAND修 飾mAbの 免疫組織染色への応用
MAbを 用いて免疫組織染色す る場合,固 定 などにより組織の抗原性が損なわれる場合がある。
そこで,mAbの 化学修飾によりパ ラフィン切片での染色効果を保持あるいは上昇す ることがで
きるか否かを検討 した。
SANDで 修飾 したHBJ127mAb及 びSV2-61γmAb(抗 ヒトc一θrわB2癌遺伝子産物InAb)
特異性をフローサイ トメトリーにより確認 し,ヒ ト癌組織のパ ラフィン包埋切片で染色性を検討
した。HBJ127mAbは 種々のヒト癌組織の凍結切片を染色す ることが可能であるが,今 回検討
した5人 の膀胱癌患者,5人 の食道癌患者より作成 したパラフィン切片のいずれに対 しても反応
しなかった。一方,SAND-HBJ127mAbは これらのパ ラフィン切片全てを明瞭に染色 した。同
様にSV2-62γmAbに っいても7例 の乳癌組織のパ ラフィン切片について検討 したところ,未
修飾SV2-61γmAbが 反応性を示さないか,も しくは極めて弱い反応 しかなか ったのに対 し,
SAND-SV2-61γmAbは7例 中3例 にっいて良好な結果を得た。
SAND-mAbに よる染色方法 と,染 色強度,染 色の特異性 との関係について検討 し結果,'
SAND-lnAbを 反応させた後組織切片を洗浄せずに紫外線照射 した場合,非 特異的な染色 が認 め
られたが,組 織切片上の過剰の未反応mAbの 洗浄によりこの非特異的な染色は解消 された。 ま
た紫外線照射により,紫 外線照射なしで染色 した場合に比べて染色強度は上昇 した。
SAND修 飾によるmAbの 反応性上昇の機構の解析を目的と し,1列 標識 した未修飾HBJ127
mAb及 びSAND-HBJ127mAbのT24ヒ ト膀胱癌細胞 に対 す る結合活性 を比較 したと ころ
SAND-HBJ127mAbは 未修飾mAbに 比べ約3倍 量が結合 していることが明 らかとなった。
Scatchardplot解 析で もSAND-HBJ127mAb結 合量 の上昇が認め られたが,SAND-HBJ127
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mAbの 結合親和定数 は未修飾HBJ127mAbに 比べてわずかに上昇 しているだけであった。
SAND-mAb同 士の凝集による多量体化が起 こり抗原に対する結合活性が上昇 していることも考
え られたが,ゲ ル濾過による解析では多量体化 した抗体は検出されなかった。
以上,未 修飾mAbで 染色が困難 となったパラフィン標本に対 しSAND-mAbが 反応性を示 し,
染色が可能 となったことを本抗体修飾法が極めて有用であることが示された。
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審 査 結 果 の 要 旨
モノクローナル抗体は単一の抗原決定基蛋白(エ ピトープ)を 認識することにより種々の抗原
の検出及び同定,解 析に広 く用いられている。一方,蛋 白質の多 くは分子中に存在するSH基 や
疎水性部分構造により高次構造を形成する。本研究においては光感応性の架橋剤を結合させたモ




蛋白 としては既 にそのア ミノ酸配列及び高次構造が解明 されてい るウシ血清アル ブ ミン
(BSA)を,抗 体としては当教室で作成され,そ れぞれ認識エピトープを異にする2種 の抗BSA
モノクローナル抗体を,ま た架橋剤としては,分 子中に蛋白への結合基,ジ スルフィド基及びア
ジド基を有するsulfosuccinimidyl-2一(pazidosalicylamido)一ethyM,3'一dithiopropionate(SASD)
を用いた。放射性 ヨーソで標識 したSASDを モノクローナル抗体に結合させ,BSAと 結合 させ
たのちに光照射 し,生 成 した結合体を還元することにより,SASDの 放射標識部位の導入 された
BSAを 得た。これをV8蛋 白分解酵素で限定分解 して得たペプチ ドの放射活性 とアミノ酸組成 を
しらべることにより,抗 体のBSAへ の結合部位を決定 した。このような解析により抗BSA抗 体











の応用 という面で優れた業績である。よって,本 論文は博士(薬 学)論 文として合格 と認める。
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